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Abstract (Basic) : *WO 200196594* A2 

NOVELTY - Test system (A) , suitable for high throughput screening 
(HTS) , for detecting activity of cyclonucleotide -dependent protein 
kinase (I) comprising at least one each of test compound, substrate 
(II) for (I) , composition containing (I) and ATP (adenosine 
triphosphate) , and a detection system for quantitative determination of 
the amount of phosphorylated (II) , is new. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following : 

(1) similar system (Aa) for VASP (vasodilator-stimulated 
phosphoprotein) phosphatase (la) , comprising test compound, substrate 
(Ila) for (la) , (la) and system for quantitative determination of 
dephosphorylated (Ila) ; 

(2) preparing (A) and (Aa) ; 

(3) HTS method for identifying compounds that modulate activity of 
(I) or (la) ; and 

(4) diagnostic determination of (I) or (la) activity in a sample. 
USE - The method is used for diagnosis of cardiovascular diseases 

and diseases associated with vascular injury, e.g. hypertension, 
thrombosis and endothelial defects (arteriosclerosis, diabetes or 
vasculitis) or diseases of hematopoietic cells, e.g. leukemia, 
myeloprolif eration and myelodysplasia, and to screen for agents that 
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modify activity of (I) or VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein) 
phosphatase (la), potentially useful as therapeutic agents. 

ADVANTAGE - The system allows simple, rapid and automated screening 
of a large number of compounds, without the need for either 
radioactivity or separation of products. 
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(54) T.itc: II M SYSTI-M FOR DETERMINING THE ACTIVITY OF CYCLO-NUCLEOTTDE-DEPENDENT PROTEIN KI- 
NASI-S \NP \ \SI' PHOSPHATASES 

(54) Br/r«h»ung: TESTS YSTEM ZUR BESTIMMUNG DER AKTTVITAT VON CYCLO-NUKLEOTTD-ABHANGIGEN 
PR( JIUNKIS \SI N UND VASP-PHOSPHATASEN 

(57) Al.stn.cr IV .m ention relates to an HTS-appropriate test system for detecting the activity of cyclo-nucleotide-dependent pro- 

;;. in km Nl'k. i containing: a) at least one test compound; b) at least one appropriate cNPK substrate; c) at least one composition, 

which ... K- ,.x„K,.cd and which contains cNPK and ATP, optionally, phosphorylation reaction stoppers, and; d) an appropriate 
detect,.,, .... t „ u .,iilvin tt the phosphorylation of the cNPK substrate. The invention also relates to an HTS-appropnate test 

svs.cn, to, ovux.me ilk.- .•ct.vi.y~of VASP phosphatases containing: e) at least one test compound; f) at least one appropriate VASP 
phusph.....^ ,.K,n„c. p . a. least one composition, which is to be incubated and which contains VASP phosphatase, and; h) an ap- 
propn..u- dcu-..,on uMcm lor quantifying the dephosphorylation of the VASP phosphatase substrate. The described test systems 
can be uw.1 lm locating compounds, which modulate the activity of a cNPK or of a VASP phosphatase, trom chem.cal or natural 
substance libt.iriev 

(57) Zusan.n.enfassung: Beschrieben wird ein HTS-geeignetes Testsystem zum Nachweis der Aktivitat von c y c '°-J uc ^ otid ; ab - 
hUnuiL-ci. I'.o.cmk.nascn (cNPK) enthaltend a) mindestens eine Testverbindung, b) mindestens ein geetgnetes cNPK-Substrat, c) 
mindJs,ens e,„c ,u mkuhierende Zusammensetzung enthaltend cNPK und ATP, ggf. Phosphorylierungsreaktionsstopper und d) em 
gcci.-ne.es I Mcknonssv.em /.ur Quantifizierung derPhosphorylierung des cNPK-Substrats. Ferner wird e.n HTS-geeignetes Testsys- 
tem /uni N.,clmc.s der Ak.iviui. von VASP-Phosphatasen beschrieben enthaltend e) mindestens eine Testverbindung f) mindestens 
ein eeeivne.es VASP IM.osphatase-Substrat, g) mindestens eine zu inkubierende Zusammensetzung enthaltend VASP-Pnosphatase, 
und h, ein .eeigne.es Detektionssystem zur Quantifizierung der Dephosphorylierung des ^^^^f^^^ 
schricbenen Tes.sys.eme lasscn sich zum Auffinden von Verbindungen, die die Aktivttat e.ner cNPK oder e.ner VASP-Phosphatase 
modulicren. aus chemischen oder natiirlichen Substanzbibliotheken einsetzen. 
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Beschreibung 

Testsystem zur Bestimmung der Aktivitat von cyclo-Nukleotid-abhangigen Proteinki- 
nasen und VASP-Phosphatasen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem zum Nachweis der Aktivitat von 
cyclo-Nucleotid-abhangigen Proteinkinasen oder von Phosphatases die das Vasodi- 
lator-stinriLilierte Phosphoprotein („VASP") dephosphorylieren, Verfahren zu dessen 
Herstellung sowie dessen Verwendung in (High Throughput) Screening Verfahren. 

Cyclo-Nucleotid-abhangige Proteinkinasen („cNPK"), deren Substrate („cNPKS"), 
sowie die entsprechenden Proteinphosphatasen, sind Teii wichtiger physiologisch, 
pathophysiologisch und pharmakologisch reievanter zellularer Signalwege (vergl. 
Zitate 1, 2 und 3). Zu den cNPK zahlen cAMP-abhangige Proteinkinasen („cAK") und 
cGMP-abhangige Proteinkinasen („cGK"). Neben anderen cGMP-Effektorsystemen, 
wie z.B. cGMP-regulierten Phosphodiesterasen und lonenkanalen, ist insbesondere 
die cGK ein wichtiger Mediator der cGMP-vermittelten Signalubertragung. 

Bei den Signalen, die zu einer Erhohung des intrazellularen cGMP-Spiegels fiihren, 
unterscheidet man solche, die dies durch membranstandige Guanylylzyklasen (GC- 
A, GC-B, GC-C) bewirken, wie z.B. durch natriuretische Peptide (kurz: ANP, BNP, 
CNP) und Enterotoxin/Guanylin, und jene, die die losliche Guanylylcyclase (GC-S) 
aktivieren. Zu den wichtigsten Agonisten der loslichen Guanylylcyclase zahlt das von 
den NO-Synthasen (NOS l-lll) gebildete Stickstoffmonoxid (NO). Zu den etablierten 
Effekten, die durch eine cGMP-Erhohung bewirkt werden, gehoren u.a. die Relaxati- 
on glatter Muskelzellen (SMCs) sowie Hemmung der Blutplattchenaktivierung. Diese 
cGMP-Effekte werden durch die cGK (Typ I) vermittelt (vergl. Zitate 1-3). Dies konn- 
te in entsprechenden Mausmodelle mit cGK-l-Defizienz bestatigt werden (vergl. Zita- 
te 4 und 5). 
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cGK sind als Homodimere bekannt, von denen eine losliche (Monomer 76 kDa; cGK 
I) und eine membranstandige Form (Monomer 86 kDa; cGK II) unterschieden wer- 
den konnen. Die Membranverankerung der cGK II wird uber die N-terminale My- 
ristoylierung vermittelt (vergl. Zitate 1 -3). Von der cGK I existieren zwei Isoformen 
cGK la und cGK Ifi. Interessanterweise ist die cGK I, die allgemein als losliche Form 
bezeichnet wird, in Blutplattchen uberwiegend und in glatten Muskelzellen teilweise 
partikular vorhanden. Eine besonders hohe Expression der cGK I findet man in hu- 
manen Blutplattchen und in den glatten Muskellzellen. Eine Aktivierung der cGK-l in 
diesen Zellen fuhrt zu den bereits weiter oben beschriebenen Effekten, wie Senkung 
des intrazellularen Ca(2+)-Spiegels, Hemmung der Blutplattchen sowie der Kontrak- 
tion glatter Muskelzellen. 

Zu den bekannten Substraten von cGK zahlen neben anderen z.B. der Inositol 1,4,5- 
triphosphat Rezeptor (IP3R) und das VASP, sowie p25, Cystic Fibrosis Transmem- 
brane Regulator (CFTR) und 6-Pyruvoyltetrahydro-pterinsynthase (PTPS) . 

Storungen des ANF / NO / cGMP-Signalweges sind fur die verschiedenen Formen 
der Atherosklerose und Hypertonie bekannt, und die sogenannte „Endotheliale Dys- 
funktion", eine gestorte Endothel-vermittelte Vasodilatation, ist ein fruhes Merkmal 
von GefaBkrankheiten assoziiert mit Atherosklerose, Hypertonie und Diabetes (vergl. 
Zitate 6 und 7). Aktuelle Hinweise belegen, daB in diesen GefaBkrankheiten insbe- 
sondere die Aktivierung und/oder Expression der loslichen Guanylylcyclase patholo- 
gisch vermindert ist (vergi. Zitate 8-10). Daraus folgt zwingend, daB Verbindun- 
gen/Substanzen, die den NO/cGMP-Signalweg ersetzen konnen, von groBter thera- 
peutischer Bedeutung sind. Dies wird belegt durch den Erfolg der NO-Donoren wie 
Nitroprussid, Nitroglycerin, Molsidomine und seit neuestem durch NO-unabhangige 
sGC-Aktivatoren wie YC-1 und Derivate. Trotz dieser erprobten Mittel besteht ein 
groBer Bedarf an zusatzlichen, neuen Substanzen, da es ungeloste Probleme gibt 
(Toleranzentwicklung, toxische Nebeneffekte etc). Wunschenswert ware daher die 
direkte Aktivierung der cGK, und zwar vorzugsweise cGK-l, da diese nach wie vor in 
pathologisch veranderten GefaBabschnitten exprimiert wird (vergl. Zitat 10-1 1). Die 
Tatsache, daB nicht alle durch NO, bzw. cGMP bewirkten Effekte durch cGK vermit- 
telt werden, birgt das Potential, daB sich spezifisch nur einige der ansonsten breiten 
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Effekte dieses Signalweges beeinflussen lassen und damit einige unerwiinschte Ne- 
beneffekte wohl ausbleiben. Bisher sind nur zellmembranpermeable cGMP-Analoga 
(z.B. 8-Br-cGMP, 8-pCPT-cGMP) als Aktivatoren der cGK beschrieben worden, wah- 
rend gewisse cGMP-Analoga (Rp-8Br-PET-cGMPS, Rp-8-pCPT-cGMPS) und Iso- 
quinolinesulfonamidderivate (KT 5823, H8 and H89) die cGK hemmen (vergl. Zitat 
12). 

Ein High-Throughput-Screening Ansatz zur systematischen Suche nach unmittelba- 
ren cGK-Aktivatoren und / oder Inhibitoren bzw. nach unmittelbaren Aktivatoren 
und/oder Inhibitoren der VASP-Phosphatase ist bisher noch nicht durchgefuhrt wor- 
den. Peptiderge cNPK-Substrate und Inhibitoren werden aufwendig uber kombinato- 
rische Peptidbibliotheken gesucht (vergl. Zitat 13). 

Im Stand der Technik werden cNPK-Assays iiblicherweise durch Einbau von radio- 
aktiven Phosphor-lsotopen ( 32 P oder 33 P) in Peptidsubstrate und anschlieBender 
Trennung dieser Reaktionsprodukte von den Edukten, z.B. durch ihre Immobilisie- 
rung auf eine Tragersubstanz (Zitat 16) durchgefuhrt oder durch Auftrennung der 
Reaktionsprodukte mittels Gelelektrophorese und einem radio- oder immunochemi- 
schen Nachweis nach Proteintransfer auf Membranen beim Vorhandensein produkt- 
spezifischer Antikdrper (wie z.B. im Western-Blot, WO 99/24,473). Eine Quantifizie- 
rung der gebildeten Produktkonzentrationen ist im letzten Fall technisch besonders 
aufwendig und wenig zuverlassig nur als semiquantitative Relativbestimmung zu 
einem gewahlten Standard moglich und somit zur exakten Bestimmung von Enzym- 
aktivitaten nicht durchfuhrbar. Nachteilig konnen dabei die Be- und Entsorgung von 
radioaktiven Isotopen in den hierfur notwendigen Mengen, welche eine kosteninten- 
sive und sicherheitstechnische Belastung darstellt, sein. Zum anderen bendtigt die 
Messung radioaktiver Proben mit der erforderlichen Genauigkeit relativ viel Zeit. Ins- 
besondere sind Gele materiell aufwendig und mit hohem zeitlichen Aufwand zu be- 
arbeiten. 

Da die im Stand der Technik bekannten Methoden Separations- und Waschschritte 
beinhalten, sind diese ungeeignet im Hinblick auf die Untersuchung einer groBen 
Anzahl von Testverbindungen mit Hilfe von automatisierten Systemen. 
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Als besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung hat sich herausgestellt, dass das 
beschriebene Testsystem (synonym: Assay Oder Diagnostikum) geeignet ist, auf 
einfache Art und Weise eine gro3e Anzahl von (Test)-Verbindungen, vorzugsweise 
aus chemischen oder naturlichen Substanzbibliotheken, auf ihre Wirkung auf die 
Aktivitat einer cNPK untersuchen zu konnen [sog. High Throughput Screening (kurz: 
HTS)]. 

Als weiterer besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung hat sich herausgestellt, 
dass mit dem Testsystem auf einfache und effektive Art und Weise eine groBe An- 
zahl von (Test)-Verbindungen aus chemischen oder naturlichen Substanzbibliothe- 
ken auf ihre Wirkung auf die Aktivitat einer VASP-Phosphatase untersucht werden 
konnen [sog. High Throughput Screening (kurz: HTS)]. 

Es wurde nun gefunden, dass im beschriebenen Testsystem auch ohne Auftrennung 

32 

der Produkte und ohne die Verwendung von radioaktiven Phosphor-lsotopen ( P 
oder "P) ein Nachweis der Aktivitat einer cNPK bzw. einer Proteinphbsphatase 
moglich ist, der die oben beschriebenen Nachteile im Stand der Technik uberwindet 
und somit fur das HTS beispielsweise in einer automatisierten Anlage geeignet ist. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein HTS-geeignetes Testsys- 
tem zum Nachweis der Aktivitat einer cNPK enthaltend 

a) mindestens eine Testverbindung 

b) mindestens ein geeignetes cNPK-Substrat (cNPKS) 

c) mindestens eine zu inkubierende Zusammensetzung enthaltend cNPK und 
ATP, und 

d) ein geeignetes Detektionssystem zur quantitativen Bestimmung der Menge des 
phosphorylierten cNPK-Substrats. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein HTS-geeignetes 
Testsystem zum Nachweis der Aktivitat der VASP-Phosphatase enthaltend 

e) mindestens eine Testverbindung, 

f) mindestens ein geeignetes VASP-Phosphatase-Substrat, 

g) mindestens eine zu inkubierende Zusammensetzung enthaltend VASP- 
Phosphatase, und 
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h) eln geeignetes Detektionssystem zur quantitativen Bestimmung der Menge des 
dephosphorylierten VASP-Phosphatase-Substrats. 

Beide genannten Gegenstande werden nachstehend a!s erfindungsgemaBes Test- 
system bezeichnet. 

Das erfindungsgemaBe Testsystem ermoglicht als gelfreies Testsystem eine hohe 
Zahl an quantitativen Einzelbestimmungen und erfullt durch seinen Verzicht auf gele- 
lektrophoretische Trennschritte besondere Anforderungen hinsichtlich Geschwindig- 
keit, ProbengroBe und Materialverbrauch. Zudem werden Reproduzierbarkeit, Ro- 
bustheit, Losungsmitteltoleranz und Automatisierung gewahrleistet. 

Das erfindungsgemaBe Testsystem gestattet die Suche nach einer oder mehreren, 
gleichen oder verschiedenen Testverbindungen. 

Die eingesetzte cNPK ist vorzugsweise eine cGK oder cAK oder eine funktionelle 
Variante mit der Aktivitat einer cNPK. Solche Proteinkinasen konnen in gereinigter 
Form oder als Rohextrakt eingesetzt werden, insbesondere als Bestandtei! in Prote- 
inmischungen aus Homogenaten bioiogischen Ursprungs, vorzugsweise humanen 
Ursprungs. 

Die eingesetzte VASP-Phosphatase kann ebenfalls eine funktionelle Variante mit der 
Aktivitat einer VASP-Phosphatase sein. VASP-Phosphatasen konnen in gereinigter 
Form oder als Rohextrakt eingesetzt werden, insbesondere als Bestandteil in Prote- 
inmischungen aus Homogenaten bioiogischen Ursprungs, vorzugsweise humanen 
Ursprungs. 

Ganz besonders bevorzugt als geeignetes cNPK-Substrat gemaG Merkmal (b) ist 
VASP - gemaB SEQ ID No. 1 (beschrieben in C. Haffner et al. in EMBO J., 14(1), 
19-27 (1995)) - enthaltend bevorzugt bedienbare Phosphorylierungsstellen und 
zwar: Serin-157, Serin-239 und Threonin-278. Grundsatzlich konnen cNPK alle drei 
Reste phosphorylieren, jedoch bevorzugt die cAMP-abhangige Proteinkinase Serin 
157 als Hauptphosphorylierungstelle, wahrend die cGMP-abhangige Proteinkinase 
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Serin-239 bevorzugt. Threonin-278 wird von beiden Kinasen mit vergleichbarer Spe- 
zifitat phosphoryliert. 

Ganz besonders bevorzugt als geeignetes VASP-Phosphatase-Substrat gemaB 
Merkmal (b) ist phosphoryliertes VASP, entsprechend SEQ ID No. 1 , welches an 
den bevorzugt bedienbaren Phosphorylierungsstellen phosphoryliert ist und zwar: 
Serin-1 57, Serin-239 und Threonin-278. 

Im Rahmen des erfindungsgemaBen Testsystems konnen ebenfalls solche Peptid- 
oder Polypeptidvarianten Oder Peptoide als funktionelle Varianten eines cNPK- 
Substrates Oder eines VASP-Phosphatase-Substrats verwendet werden, die vor- 
zugsweise Aminosauresequenzen aus VASP enthalten, die in der Umgebung der 
genannten Phosphorylierungsstellen oder Dephosphorylierungsstellen vorhanden 
sind und zwar nicht abschlieBend besonders bevorzugt die Pentamere mit den Ami- 
nosauren 155-159 und / oder 237 - 241 und / oder 276 - 280 gemaB SEQ ID No. 
1 oder bevorzugt die Decamere mit den Aminosauren 152 - 1 61 und / oder 234 - 
243 und / oder 273 - 282 aus SEQ ID No. 1 oder andere geeignete Teilsequenzen 
(z.B. vgl. in Fig. 1). 

Solche erfindungsgemaB phosphorylierten Peptide konnen besonders vorteilhaft mit 
geeigneten Antikorpern im Sinne der Merkmale (d) bzw. (h), vorzugsweise monoklo- 
nalen Antikorpern, nachgewiesen werden. 

Ganz besonders bevorzugt wird erfindungsgemaB der monoklonale Antikorper 
16C2, welcher ausgewahlt und erhaltlich ist aus der Hybridom-Zelllinie DSM 
ACC2330, eingesetzt (WO 99/24473). Dieser Antikorper oder eine funktionelle Vari- 
ante davon weist spezifisch ein Phosphorylierungsereignis nach, ganz besonders 
bevorzugt erkennt er ein Epitop, welches das phosphorylierte Serin-239 der VASP- 
Sequenz enthalt. Eine funktionelle Variante betrifft insbesondere solche Antikorper 
mit einer Ubereinstimmung von vorzugsweise 90 - 99 % oder 70 - 90 % in der Ami- 
nosauresequenz von 16C2 mit der homologen Funktion ein Reaktionsprodukt im 
Sinne des Merkmals (d) bzw. (h) quantitativ zu bestimmen. 
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Das erfindungsgemaBe Testsystem kann sowohl heterogen (z.B. nach Immobilisie- 
rung der Reaktionsprodukte) jedoch bevorzugt homogen gefahren werden. Entspre- 
chend der Durchfuhrungsweise kann die immunologische Detektion im Sinne der 
Merkmale (d) bzw. (h) nach den dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen, wie 
z.B. gekoppelter Enzymreaktion (alkalische Phosphatase Oder Luziferase) Oder all- 
gemeinen Sandwichtechnologien (beispielsweise ELISA), sowie fluorimetrischen 
Methoden (Fluoreszenz, zeitaufgeloste Fluoreszenz, Fluoreszenz-Resonanz- 
Energie-Transfer (FRET)). 

Bevorzugt sind leicht detektierbare radioaktiv markierte oder besonders bevorzugt 
nicht-radioaktiv markierte, insbesondere fluoreszenzmarkierte, Antikorper. Beson- 
ders geeignet sind Lanthanid-Chelate. Besonders vorteilhaft kann zudem auf die 
zeitaufgeloste Fluoresenz-Resonanz-Energie-Transfer-Technik zugegriffen werden 
(Figur 1). Solche TR-FRET Systeme sind in WO 97/29373 und WO 98/15830 be- 
schrieben und kommerziell iiber.Wallac Oy (Turku, Fl) erhaltlich. Vgl ebenfalls „Mini- 
aturization of a Lance™-assay" und „Use of Generic Reagent in Lance ™" veroffent- 
licht bei Wallac Oy, Turku, Fl. 

Bevorzugt kann jedoch das erfindungsgemaBe Testsystem als homogenes HTS au- 
tomatisiert werden und ist daher fur 96, 384, 1536-well Platten und mehr geeignet. 

Zur Durchfuhrung der Untersuchungen ist es bevorzugt, weitere Hilfsmittel, wie z. B. 
Pufferlosungen, Stabilisatoren und/oder Energieaquivalente, insbesondere ATP, ein- 
zusetzen. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich ebenfalls auf ein Verfahren zur Herstellung 
eines Testsystems, bei dem mindestens eine zu untersuchende Verbindung und 
mindestens eine Zusammensetzung enthaltend cNPK, ATP und cNPK-Substrat, ggf. 
ein Phosphorylierungsreaktionsstopper, mindestens ein geeignetes Detektionssystem, 
wie ein Antikorper samt immunologischem Detektionsmitte! und ggf. weitere Hilfsmittel 
zusammengestellt werden. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf ein Verfahren zur Herstellung eines 
Testsystems, bei dem mindestens eine zu untersuchende Verbindung, mindestens 
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eine Zusammensetzung enthaltend VASP-Phosphatase und mindestens ein geeigne- 
tes Detektionssystem zur Quantifizierung der Dephosphorylierung eines VASP- 
Phosphatase-Substrats zusammengestellt werden. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der einzelnen Komponenten sind bereits oben naher 
beschrieben worden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein HTS-geeignetes Verfahren 
zum Auffinden einer oder mehrerer wirksamer Verbindungen, die die Aktivitat der cNPK 
moduliert, umfassend die Schritte: 

i) in Kontakt bringen der zu untersuchenden Verbindung oder einer Vielzahl von 

zu untersuchenden Verbindungen mit cNPK, ATP und geeignetem cNPK- 

Substrat, und 

j) Quantifizierung des phosphorylierten cNPK-Substrats mit einem geeigneten 
Detektionssystem, gegebenenfalls nach Abbruch der Phosphorylierungs- 
reaktion mit einem geeigneten Phosphorylierungsreaktionsstopper. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein HTS-geeignetes Verfah- 
ren zum Auffinden einer oder mehrerer wirksamer Verbindungen, die die Aktivitat der 
VASP-Phosphatase modulieren, umfassend die Schritte: 

k) in Kontakt bringen der zu untersuchenden Verbindung oder einer Vielzahl von 
zu untersuchenden Verbindungen mit VASP-Phosphatase und geeignetem 
VASP-Phosphatase-Substrat, und 
I) Quantifizierung des dephosphorylierten VASP-Phosphatase-Substrats mit ei- 
nem geeigneten Detektionssystem, gegebenenfalls nach Abbruch der 
Dephosphorylierungsreaktion mit einem geeigneten Dephosphorylierungs- 
reaktionsstopper 

Das Verfahren zum Auffinden einer chemischen Verbindung wie vorstehend be- 
schrieben erfolgt in einer bevorzugten Ausfuhrungsform in einer Mikrotiterplatte. Die 
Mikrotiterplatte kann dabei unterschiedlich viele GefaBe enthatten. Beispielweise 
kann diese 96, 384, 768, 1536, 3072 oder mehr GefaBe enthalten. Bevorzugte ein- 
zelne Komponenten des erfindungsgemaBen Verfahrens sind oben bereits naher 
beschrieben. 
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Die wirksame (Test-)Verbindung kann hierbei eine pharmazeutisch wirksame Ver- 
bindung und zwar in der Funktion eines Modulators - wie (Hyper)Aktivator / Oder (To- 
tal)lnhibitor - fur die Aktivitat einer cNPK sein oder ein Naturstoff im weitesten Sinne 
sein, insbesondere ein Roh-Extrakt, oder eine darin enthaltene Komponente. Die zu 
untersuchende Substanz ist im allgemeinen eine naturlich vorkommende, eine natiir- 
lich vorkommende und chemisch modifizierte und/oder eine synthetische Substanz. 
Insbesondere konnen mit den erfindungsgemaBen Verfahren besonders einfach und 
schnell sogenannte kombinatorische Substanzbibliotheken durchsucht werden. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine solche Verbindung geeignet, die unter Umge- 
hung des NO/cGMP Signalweges eine cNPK direkt moduliert - aktiviert oder inhi- 
biert; ggf. selektiv moduliert - aktiviert Oder inhibiert. 

Daher betrifft die Erfindung ebenfalls ein Verfahren, wobei die pharmazeutisch wirk- 
same Verbindung einen cNPK-Signalweg moduliert. 

In der Beschreibungseinleitung wurde bereits darauf hingewiesen, da(3 verschiedene 
Erkrankungen auf eine Storung der Cyclo-Nucleotid-abhangigen Proteinkinasen 
(cNPK) zuruckzufuhren sind. Daher eignet sich die vorliegende Erfindung ebenfalls 
zur Diagnose einer Erkrankung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Di- 
agnose durch die direkte und Gelelektrophorese-unabhangige Bestimmung der 
cNPK-Aktivitat aus Proben, umfassend die Schritte: 

m) Inkubieren einer Probe in Gegenwart mindestens einer Zusammensetzung 

enthaltend geeignetes cNPKS und ggf. ATP, 
n) Versetzen der Zusammensetzung mit mindestens einem geeigneten Detekti- 

onssystem zur Quantifizierung der Phosphorylierung des cNPKS; und 
o) Bestimmung der Aktivitat der cNPK, insbesondere in Blut-/Zell- oder Gewebe- 
Extrakten oder in Form von permeabilisierten und/oder intakten Zellen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Diagnose durch die direk- 
te und Gelelektrophorese-unabhangige Bestimmung der VASP-Phosphatase- 
Aktivitat aus Proben, umfassend die Schritte: 
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p) Inkubieren einer Probe in Gegenwart mindestens einer Zusammensetzung 

enthaltend geeignetes VASP-Phosphatase-Substrat 
q) Versetzen der Zusammensetzung mit mindestens einem geeigneten Detekti- 

onssystem zur Quantifizierung der Dephosphorylierung des VASP- 

Phosphatase-Substrats; und 
r) Bestimmung der Aktivitat der VASP-Phosphatase, insbesondere in BlutVZell- 

oder Gewebe-Extrakten oder in Form von permeabilisierten und/oder intakten 

Zellen. 

Die zu diagnostizierenden Erkrankungen sind hierbei vorzugsweise Herz-Kreislaufer- 
krankungen und Krankheiten mit assoziierten GefaBschaden, z.B. Hypertonie, 
Thrombose und das Syndrom der endothelialen Dysfunktion, z.B. bei Arteriosklero- 
se, Diabetes, Vaskulitiden und Erkrankungen hamatopoetischer Zellen, wie z.B. aku- 
te Leukamien, myeloproliferative Erkrankungen, Myelodysplasien (vgl. Zitat 17). 

Die folgenden Figuren und Beispiele sollen die Erfindung naher beschreiben, ohne 
sie zu beschranken. 

Figur 1 zeigt eine beyorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Testsys- 
tems. Der cGK-Aktivitatsassay beruht auf der Beobachtung der in vitro Phosphorylie- 
rung eines biotinylierten Substratpeptids durch aktivierte cGK (vergleiche Figur 1 A). 
Das VASP-Substratpeptid besteht aus einer Teilsequenz der Aminosauresequenz 
von humanem VASP (Vasodilator stimuliertes Phosphoprotein), einem naturlichen 
cGK-Substratprotein. Das phosphorylierte VASP-Substratpeptid HeB sich uberra- 
schenderweise mit Hilfe eines Detektionssystems nachweisen, das auf zeitaufgelos- 
tem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) beruht (vergleiche Figur 1 B). 
Dabei waren Hauptkomponenten mit folgenden chemischen Eigenschaften in einem 
besonderen Mischungsverhaltnis in dem Detektionssystem vorhanden: 

1. Der anti-pSer239-VASP (mAb 16C2) monoklonale Antikorper, der erstauli- 
cherweise spezifisch das phosphorylierte VASP-Substratpeptid erkannte (und 
nicht-phosphoryliertes VASP-Substratpeptid unerkannt lieB). 

2. Ein Europium-markierter anti-Maus IgG Zweitantikorper, der spezifisch an den 
anti-pSer239-VASP (mAb 16C2) binden kann. 
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3. Fluoreszenzmarkiertes Streptavidin (SA-APC), das die Biotingruppe des 
VASP-Substratpeptids binden kann. 

Bei einem besonderen Mischungsverhaltnis aller drei Komponenten und des 
phosphorylierten VASP-Substratpeptids und bei geeigneter Lichtanregung (340 nm) 
des Europium-markierten Antikorpers wurde ein Fluroeszenz-Resonanz-Energie- 
Transfer (FRET) auf die zweite Fluoreszenzkomponente, SA-APC, gefunden, deren 
Lichtemission bei 660 nm beobachtet werden konnte. Dieses Testsystem besaB die 
in den folgenden Figuren und Beispielen beobachteten, interessanten Eigenschaf- 
ten. 

Figur 2 zeigt die Kinetik der Phosphorylierung des biotinylierten Substrat-Peptids 
durch die cGK. Die Ordinate der Figur 2 zeigt das gemessene FRET-Signal in cps. 
Das VASP-Substratpeptid wird nur in Anwesenheit der cGK und ihres Aktivators 
cGMP phosphoryliert (GefaB A). Ohne cGMP und mit cGK (GefaB B) sowie ohne 
cGK und mit cGMP (GefaB C) wurde keine Signalanderung beobachtet. 

Figur 3 zeigt die Aktivierung der cGK mit dem naturlichen Aktivator cGMP sowie ei- 
nem cGMP-analogen Molekul (8-pCPT-cGMP), gemessen mit dem beschriebenen 
Testsystem. Die Enzymaktivitat (in cps/min) ist gegen die Aktivatorkonzentration (in 
mol/l) aufgetragen. 

Figur 4 zeigt den uberraschenden Befund, dass mit dem erfindungsgemaBen Test- 
system die in Thrombozytenextrakten enthaltene cGK in ihrer Enzymaktivitat in die- 
ser komplexen biologischen Proteinmischung beobachtet und quantitativ vermessen 
werden kann. Figur 4A zeigt keinen Unterschied zwischen der Phosphorylierungski- 
netik ohne (□) und mit dem spezifischen cAK-lnhibitor PKI (x). In Figur 4B ist der 
EinfluB von 100 nmol/l PKI auf die Phosphorylierung des VASP-Substratpeptids 
durch gereinigte cGK (0.3 nmol/l) ohne (□) und mit PKI (x) sowie der EinfluB von 
PKI auf gereinigte cAK (katalytische Untereinheit, 3 nmol/l) ohne (O) und mit PKI (•) 
dargestellt. 
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Beispiel 1 : FRET-Detektionssystem und Titration des MeGbereichs mit Phosphopep- 
tid 



Zur Etablierung und Optimierung des Detektionssystems wurde anstatt einer Kinase- 
reaktion ein synthetisches Phospho-Peptid (phosphorylierte Version des VASP- 
Substratpeptids) als "Reaktionsprodukt" eingesetzt und mit Detektionsmix quantifi- 
ziert. Urn den Iinearen MeBbereich zu ermitteln, wurden unterschiedliche Mischun- 
gen aus nicht-phosphoryliertem Peptid und Phospho-Peptid hergestellt. Dabei wurde 
die Gesamtkonzentration an Peptid konstant bei 500 nmol/l gehalten. 50 jj\ dieser 
Mischungen wurden in die Vertiefungen einer "96 well" Mikrotestplatte gegeben und 
mit je 200 /vl eines Detektionsmix versetzt, der folgende Reagenzien, verdiinnt in 
PBS, enthielt: 



anti-pSer239-VASP (mAb 16C2) 1 nmol/l 

anti-Maus-Eu(W1024, PE Wallac) 1 nmo/l 

Streptavidtn-APC 2 //g/ml 

Rinderserumalbumin 0.1 g/l 



Die Messung des zeitaufgelosten FRET-Signals bei Anregung der Europium Fluo- 
reszenz bei 340 nm und Messung der Emission der APC-FIuoreszenz bei 660 nm 
erfolgte nach 1 Stunde Inkubationszeit bei 20°C mit Hilfe eines PerkinElmer Wallac 
FluoreszenzmeBgerates (Victor 2 ). Folgende Tabelle zeigt einen nahezu Iinearen An- 
stieg zwischen 0-100 nmol/l Phospho-Peptid. Bei 160 nmol/l Phospho-Peptid kann 
das Signal nicht weiter gesteigert werden. 

Tabelle 1 : Titration des MeBbereichs mit Phospho-Peptid 



Konzentration 


Stoffmenge in 100 


FRET-Signal 


Phospho-Peptid 


/H 




nmol/l 


Pmol 


Cps 


0 


0 


6218 


10 


1 


7219 


20 


2 


9872 



SDOCIO- <WO OT96594A2 I > 



WO 01/96594 



13 



PCT/EP01/06621 



40 


4 


15358 


80 


8 


26720 


160 


16 


30725 


320 


32 


29923 



Das Signal-Hintergrund Verhaltnis, definiert durch den Quotienten aus Maximalsig- 
nal und Signal ohne Phospho-Peptid, lag bei etwa 5. Fur die Detektion in "384 well" 
Platten ergab sich ein optimales Signal / Hintergrund Verhaltnis, wenn 20 //I einer 
Losung enthaltend 500 nmol/l VASP-Substratpeptid mit 40 /yl eines Detektionsmix, 
der die oben angegebenen Konzentrationen der Detektionsreagenzien enthielt, ge- 
mischt wurden. Dieses Protokoll wurde bei alien weiteren Experimenten verwendet. 

Beispiel 2: Quantifizierung der Enzymaktivitat 

Die in Beispiel 1 , Tabelle 1 gefundene Linearitat des MeBbereichs bei Titration mit 
Hilfe von synthetisch hergestelltem Phospho-Peptid ermoglicht die Standardisierung 
und Quantifizierung der enzymatischen Kinasereaktionen auf Basis des erfindungs- 
gemaBen Testsystems. Das MeBstgnal, ausgedruckt in cps, kann direkt umgerech- 
net werden in molare Konzentration an phosphoryliertem Peptid, wodurch die mit 
dem beschriebenen Testsystem gemessene Aktivitat in internationalen Enzymein- 
heiten (1 Unit = 1 //mol/min) umgerechnet werden kann. 

Die Aktivitat einer in einem Volumen von 1 00 /A durchgefuhrten Enzymreaktion, bei 
der innerhalb von 2 Minuten ein Signal von 9872 cps gemessen wird, entspricht also 
einer Aktivitat, die 2 pmol Substrat in 2 Minuten umsetzt, was einer Enzymaktivitat 
von 1 x 1 0" 6 U entspricht. 

Beispiel 3: Kinase Reaktion 

Bei den iiblichen radioaktiven Kinase-Assays werden hone Konzentrationen an 
VASP-Substratpeptid (50-100 //mol/l) und Enzym benotigt (vergt. Zitat 16). Unter 
Verwendung des in Figur 1 beschriebenen Testsystems konnte bei hohen Substrat- 
peptid-Konzentrationen keine Kinase-Aktivitat detektiert werden. Durch Verringern 
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der Substratkonzentration auf 1 //mol/l konnten erstmals auch mit der FRET- 
Detektion Enzymkinetiken gemessen werden (vergl. Figur 2). 

Der Einsatz hoher Enzymkonzentrationen bei niedriger Substratkonzentration fuhrte 
jedoch zur Erhohung der nicht-stimulierten Basalaktivitat der Kinase, das heiBt auch 
ohne den spezifischen Aktivator cGMP wurde Aktivitat gemessen, die durch Zugabe 
von cGMP nicht oder nur geringfugig gesteigert werden konnte. Dieses Problem 
konnte durch Verringern der Enzymkonzentration auf 50 ng/ml und weniger uber- 
wunden werden (vergl. Zitat 14). Somit kann mit dem erfindungsgemaBen Testsys- 
tem die authentische Enzymaktivitat der cGK gemessen werden. 



In drei ReaktionsgefaBen wurden folgende Komponenten gemischt: 

Tris/HCI, pH 7.4 20 mmol/l 

MgCI 2 10 mmol/l 

(3-Mercaptoethanol 5 mmol/l 

BSA 0.01 g/l 

biotinyliertes VASP-Substratpeptid (biotin-VASP 231-245) 1 jumo\/\ 

GefaB A enthielt daruberhinaus 5 /vmol/l cGMP sowie 25 ng/ml gereinigte cGK. 
GefaB B enthielt daruberhinaus 25 ng/ml gereinigte cGK. 
GefaB C enthielt daruberhinaus 5 /vmol/l cGMP. 

Nach Vorinkubation der GefaBe bei 30°C fur 5 Minuten, wurde die Kinasereaktion 
mit 50 //mol/l ATP gestartet mit weiterer Inkubation bei 30°C. Alle oben angegebe- 
nen Konzentrationen sind als Endkonzentrationen in einem Volumen von 500 {A zu 
verstehen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden zur Beendigung der Reaktion 
50 /vl aus den GefaBen entnommen und mit 50 p\ einer 30 mmol/I EDTA Losung 
gemischt. Die Detektion des phosphorylierten Substratpeptids erfolgte wie in Beispiel 
1 beschriebeh in den Vertiefungen einer "384 well" Mikrotestplatte. 

Aus Figur 2 ist ersichtlich, dass das VASP-Substratpeptid nur in Anwesenheit der 
cGK und ihres Aktivators cGMP phosphoryliert wird (GefaB A). Ohne cGMP und mit 
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cGK (GefaB B) sowie ohne cGK und mit cGMP (GefaB C) wurde keine Signalande- 
rung beobachtet. 

Beispiel 4: Eignung fur das HTS 

Das erfindungsgemaBe Testsystem ist in der dargestellten Form fiir das Hochdurch- 
satz-Screening geeignet. Mit Hilfe von kommerziell erhaltlichen Pipettierrobotern 
(z.B. die Biomek Systeme der Firma Beckman, oder die Genesis Workstation der 
Firma Tecan) konnen Mikrotestplatten im 96, 384 und sogar 1536 well Format pro- 
zessiert werden. Der cGK-Assay konnte zum Screening nach Akt/Vatoren der cGK 
folgendermaBen auf ein solches Robotersystem im 384 well Format implementiert 
werden. Sequentiell werden pipettiert: 



1 . 20 p\ einer Losung enthaltend Puffer, cGK, Substratpeptid 

2. 5 /yl einer Testsubstanz in DMSO 

3. Start der Reaktion mit 5 jj\ einer ATP-L6sung 

4. Stop der Reaktion durch gleichzeitige Zugabe von EDTA und den Detektions- 
reagenzien. 

Die metsten Substanzen, die im HTS getestet werden, liegen gelost vorzugsweise in 
DMSO vor. Viele Enzyme oder Testsysteme sind jedoch sehr sensitiv gegeniiber 
DMSO. Urn den EinfluB von DMSO auf das erfindungsgemaBe Testsystem zu ermit- 
teln, wurden Phosphorylierungskinetiken, wie in Beispiel 2 (vgl. Figur 2) beschrieben, 
in Anwesenheit von 0, 5, 10, 15 und 20 % DMSO durchgefuhrt. Tabelle 2 faBt die 
nach einer Inkubationszeit von 10 min erhaltenen Enzymaktivitaten zusammen. Das 
erfindungsgemaBe Testsystem stellt sich in dieser Beziehung als sehr robust dar. 
Zugabe von bis zu 20 Volumenprozent DMSO haben keinen wesentlichen EinfluB 
auf die Reaktion. 
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Tabelle 2: EinfluB von DMSO auf die Enzymaktivitat im erfindungsgemaBen Test- 
system 



Volumenprozent DMSO 


Enzymaktivitat in 
cps/min 


0 


2248 


5 


2282 


10 


2253 


15 


2218 


20 


1988 



Beispiel 5: Aktivierungskurve der cGK 

Die Dosis-abhangige Aktivierung der cGK durch den natiirlichen Aktivator cGMP und 
ein cGMP-analoges Molekiil (8-pCPT-cGMP) kann mit dem erfindungsgemaBen 
Testsystem analysiert werden. Es wurden 8 Kinase reaktionen (wie in Beispiel 3 be- 
schrieben, Gesamtvolumen 500 //I) durchgefuhrt, die folgende Komponenten enthiel- 
ten: 

20 mmol/l Tris/HCI, pH 7.4 
10 mmol/l MgCI 2 
5 mmol/l p-Mercaptoethanol 
0.01 g/l BSA 

1 //mol/l biotinyliertes VASP-Substratpeptid (biotin-VASP 231-245) 
25 ng/ml cGK 
50 //mol/l ATP 

verschiedene Konzentrationen cGMP oder 8-pCPT-cGMP von 10' 9 - 10" 5 mol/l 

Nach 0, 5, 1 0, 20, 60 Minuten Inkubation bei 30°C wurden Teilvolumina von 50 //I 
entnommen und mit 50 fj\ 30 //mol/l EDTA gemischt. Die Detektion des phosphory- 
lierten Substratpeptids erfolgte dann wie in Beispiel 2 beschrieben. Aus den Kineti- 
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ken der Phosphorylierung des VASP-Substratpeptids wurden die jeweiligen initialen 
Geschwindigkeiten in cps/min bei verschiedenen Aktivatorkonzentrationen berech- 
net. Diese sind in Figur 3 gegen die Aktivatorkonzentration aufgetragen. 

Die mit dem erfindungsgemaBen Testsystem erhaltenen Aktivierungskurven und die 
daraus berechneten Aktivierungskonstanten fur cGMP (0,26 //mol/l) und 8-pCPT- 
cGMP (0,10//mol/l) sind vergleichbar mit fur diese Substanzen veroffentlichten Da- 
ten, die mit konventionellen radioaktiven Methoden bestimmt wurden (vergl. Zitat 
14). 

Beispiel 6: Bestimmung der cGK-Aktivitat in Gewebsextrakten 

Das erfindungsgemaBe Testsystem ist geeignet, spezifisch die Aktivitat der cGK in 
Gewebsextrakten oder Thrombozytenlysaten zu messen. 



Thrombozyten wurden nach bekannter Methode prapariert (vergl. Zitat 15). Nach 
Herstellung eines loslichen Thrombozytenextrakts wurde dieses ohne Aktivator und 
mit 8-pCPT-cGMP (0.5 /ymol/l) gemaB Beispiel 3 getestet. Ein drittes ReaktionsgefaB 
enthielt neben 8-pCPT-cGMP zusatzlich noch 100 nmol/l PKI. Dieser Inhibitor inakti- 
viert spezifisch die cAMP-abhangige Proteinkinase (cAK), die ebenfalls in Thrombo- 
zyten vorhanden ist. Figur 4A zeigt keinen Unterschied zwischen der Phosphorylie- 
rungskinetik ohne und mit PKI. In Figur 4B ist der EinfluB von 100 nmol/l PKI auf die 
Phosphorylierung des VASP-Substratpeptids durch gereinigte cGK (0.3 nmol/l) und 
gereinigte cAK (katalytische Untereinheit, 3 nmol/l) dargestellt. Die verwendete Kon- 
zentration an PKI reicht aus, um die cAK vollstandig zu hemmen. Die Aktivitat der 
cGK wird nicht beeinfluBt. 

Figuren 4A und 4B zusammen zeigen daher, dass das erfindungsgemaBe Testsys- 
tem sehr spezifisch die cGK-Aktivitat in komplexen Proben wie Thrombozytenlysaten 
messen kann. Eine Kreuzaktivitat durch die cAK kann ausgeschlossen werden. E- 
benso konnte in Gewebshomogenaten aus Rattenorganen cGK-Aktivitat gemessen 
werden. 
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lm Text und Figuren verwendete Abkurzungen: 

8-pCPT- = 8-(4-Chlorophenylthio)- 

cAMP = cyclo-Adenosin-S'.S'-Monophosphat 

APC = Allophycocyanin 

ATP = Adenosin-5'-Triphosphat 

BSA = Bovine-Serum-Albumin 

cAK = cAMP-abhangige Proteinkinase 

cGK = cGMP-abhangige Proteinkinasen 

cGMP = cyclo-Guanosin-3',5'-Monophosphat 

cNPKS = Substrat fur Cyclo-Nuceotid-abhangige Proteinkinasen 

cNPK = Cyclo-Nucleotid-abhangige Proteinkinasen 

DMSO = Dimethylsulfoxid 

Eu = Europium 

HTS = High-throughput-screening 

LANCE = Lanthanide Chelate Excitation Technology 

mAb = monoclonal antibody 

PKI = Proteinkinase A spezifischer Inhibitor 

SA = Streptavidin 

TR-FRET = Time-Resolved-Fluorescence-Resonance-Energy-Transfer 

VASP = Vasodilator-stimulated Phosphoprotein 

lm Text zitierte Literatur: 
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Patentanspruche: 

1 . HTS-geeignetes Testsystem zum Nachweis der Aktivitat der cycIo-Nucleotid- 
abhangigen Proteinkinasen (cNPK) enthaltend 

a) mindestens eine Testverbindung, 

b) mindestens ein geeignetes cNPK-Substrat (cNPKS), 

c) mindestens eine zu inkubierende Zusammensetzung enthaltend cNPK 
und ATP, und 

d) ein geeignetes Detektionssystem zur quantitativen Bestimmung der Menge 
des phosphorylierten cNPK Substrats. 

2. HTS-geeignetes Testsystem zum Nachweis der Aktivitat der VASP-Phosphatase 
enthaltend 

e) mindestens eine Testverbindung, 

f) mindestens ein geeignetes VASP-Phosphatase-Substrat, 

g) mindestens eine zu inkubierende Zusammensetzung enthaltend VASP- 
Phosphatase, und 

h) ein geeignetes Detektionssystem zur quantitativen Bestimmung der Menge 
des dephosphorylierten VASP-Phosphatase-Substrats. 

3. Testsystem nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Testsytem automatisierbar und he- 
terogen mit Trennung oder Immobilisierung mindestens eines der Reaktionsproduk- 
te oder Nachweisreagenzien ist. 

4. Testsystem nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Testsystem automatisierbar und 
homogen ist. 

5. Testsystem nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das Testsystem nicht- 
radioaktiv ist. 

6. Testsystem nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das cNPK- 
Substrat gemaB Merkmal (b) oder das VASP-Phosphatase-Substrat gemaB 
Merkmal (f) ausgewahlt ist aus SEQ ID No. 1 oder einer funktionellen Variante 
davon. 
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7. Testsystem nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das cNPK-Substrat 
ein Peptid, Polypeptid oder Peptoid ist enthaltend die Pentamere mit den Amino- 
sauren 155-159 und / oder 237 - 241 und / oder 276 - 280 aus SEQ ID No. 1 
oder die Decamere mit den Aminosauren 152-161 und / oder 234 - 243 und / 
oder 273 - 282 aus SEQ ID No. 1 . 

8. Testsystem nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die cNPK, vorzugs- 
weise eine cAMP- und / oder cG MP- Kinase, oder ein funktionelle Variante davon 
ist. 

9. Testsystem nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die cNPK in gerei- 
nigter Form, in Form von BluWZell- oder Gewebe-Extrakten oder in Form von 
permeabilisierten und/oder intakten Zellen vorliegen. 

10. Testsystem nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Detektionssystem zur Quantifizierung der Phosphorylierung des cNPK- 
Substrats oder der Dephosphorylierung des VASP-Phosphatase-Substrats mindes- 
tens einen geeigneten Antikorper fur das phosphorylierte Produkt oder fur das 
dephosphorylierte Produkt enthalt. 

1 1 . Testsystem nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi der Antikorper durch 
die Hybridoma Zellinie DSM ACC2330 gebildet wird, insbesondere der monoklo- 
nale Antikorper 1 6C2 ist oder eine funktionelle Variante davon. 

12. Testsystem nach Anspruch 10 oder 11 , dadurch gekennzeichnet, daB das 
Detektionssystem zwei Antikorper aufweist, von denen der erste Antikorper 
unmarkiert und der zweite Antikorper markiert ist. 

13. Testsystem nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Detektionssystem mindestens einen markierten Antikorper aufweist, sowie ein 
geeignetes System zum Nachweis der Markierung. 

14. Testsystem nach Anspruch 10 oder 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Anti- 
korper einen Fluorophor enthalt. 
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1 5. Testsystern nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Detektionssystem auf Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) beruht, wo- 
bei mindestens ein markierter, vorzugsweise ein Fluorophor-markierter, Erst- oder 
Zweitantikorper und ein dazu korrespondierender Akzeptor- oder Donor-Fluorophor, 
vorzugsweise am cNPK-Substrat, verwendet werden. 

1 6. Testsystern nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Detektions- 
system auf einem zeitaufgelosten FRET-System mit Lanthanidchelaten, vorzugs- 
weise Europiumchelaten, beruht. 

1 7. Testsystern nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB 
als weitere Hilfsmittel Pufferlosungen, Stabilisatoren und / oder Energieaquiva- 
lente eingesetzt werden. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Testsystems gemaB Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens eine zu untersuchende Verbindung und mindestens ei- 
ne Zusammensetzung enthaltend cNPK und ATP, und mindestens ein geeignetes 
Detektionssystem zur quantitativen Bestimmung der Menge des phosphorylierten 
cNPK Substrats zusammengestellt werden. 

19. Verfahren zur Herstellung eines Testsystems gemaB Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens eine zu untersuchende Verbindung, mindestens eine 
Zusammensetzung enthaltend VASP-Phosphatase und mindestens ein geeignetes 
Detektionssystem zur quantitativen Bestimmung der Menge des dephosphorylierten 
VASP-Phosphatase-Substrats zusammengestellt werden. 

20. HTS-geeignetes Verfahren zum Auffinden einer oder mehrerer wirksamer Verbin- 
dungen, die die Aktivitat der cNPK modulieren, umfassend die Schritte 

i) In-Kontakt-Bringen der zu untersuchenden Verbindung oder einer Vielzahl 
von zu untersuchenden Verbindungen mit cNPK, ATP und geeignetem cNPK- 
Substrat, und 

j) Quantifizierung des phosphorylierten cNPK-Substrats mit einem geeigneten 
Detektionssystem. 
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21 . HTS-geeignetes Verfahren zum Auffinden einer Oder mehrerer wirksamer Verbin- 
dungen, die die Aktivitat der VASP-Phosphatase modulieren, umfassend die Schrit- 
te: 

k) In-Kontakt-Bringen der zu untersuchenden Verbindung oder einer Vielzahl 
von zu untersuchenden Verbindungen mit VASP-Phosphatase und geeigne- 
tem VASP-Phosphatase-Substrat, und 

I) Quantifizierung des dephosphorylierten VASP-Phosphatase-Substrats mit ei- 
nem geeigneten Detektionssystem. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 21 , dadurch gekennzeichnet, daB die 
zu untersuchende Verbindung ausgewahlt ist aus einer naturlich vorkommenden, 
natiirlich vorkommenden und chemisch modifizierten und/oder synthetischen Ver- 
bindung. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die zu untersuchende 
Verbindung in Form einer kombinatorischen Substanzbibliothek eingesetzt wird. 

24. Verfahren zur Diagnose durch direkte und Gelelektrophorese-unabhangige Be- 
stimmung der cNPK- Aktivitat aus Proben umfassend die Schritte: 

m) Inkubieren einer Probe in Gegenwart mindestens einer Zusammensetzung 
enthaltend geeignetes cNPKS und ATP, 

n) Versetzen der Zusammensetzung mit mindestens einem geeigneten Detekti- 
onssystem zur Quantifizierung der Phosphorylierung des cNPKS; und 

o) Bestimmung der Aktivitat der cNPK, insbesondere in Blut-/Zell- oder Gewebe- 
Extrakten oder in Form von permeabilisierten und/oder intakten Zellen. 

25. Verfahren zur Diagnose durch direkte und Gelelektrophorese-unabhangige Be- 
stimmung der VASP-Phosphatase-Aktivitat aus Proben umfassend die Schritte: 
p) Inkubieren einer Probe in Gegenwart mindestens einer Zusammensetzung 

enthaltend geeignetes VASP-Phosphatase-Substrat 
q) Versetzen der Zusammensetzung mit mindestens einem geeigneten Detekti- 
onssystem zur Quantifizierung der Dephosphorylierung des VASP- 
Phosphatase-Substrats; und 
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r) Bestimmung der Aktivitat der VASP-Phosphatase, insbesondere in BluWZell- 
oder Gewebe-Extrakten oder in Form von permeabilisierten und/oder intakten 
Zellen. 



26, Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, da8 es sich um die 
Diagnose einer Erkrankung handelt, die ausgewahlt ist aus dem Spektrum der 
Herz-Kreislauferkrankungen und Krankheiten mit assoziierten GefaBschaden, ins- 
besondere Hypertonie, Thrombose, und dem Syndrom der endothelialen Dys- 
funktion bei Arteriosklerose, Diabetes und Vaskulitiden, oder Erkrankungen ha- 
matopoetischer Zellen, wie akute Leukamie, myeloproliferative Erkrankungen 
oder Myelodysplasien. 
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<302> Molecular cloning, structural analysis and functional 
expression of the proline-rich focal adhesion and 
microf ilament-associated protein VASP 

<303> EMBO J. 
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<305> 14(1) 

<306> 19-27 

<313> 1 - 380 



<400> 1 

Met Ser Glu Thr Val He Cys Ser 
1 5 

Asp Asp Gly Asn Lys Arg Trp Leu 
20 

Phe Ser Arg Val Gin lie Tyr His 
35 40 



Ser Arg Ala Thr Val Met Leu Tyr 
10 15 

Pro Ala Gly Thr Gly Pro Gin Ala 
25 30 

Asn Pro Thr Ala Asn Ser Phe Arg 
45 



Val Val Gly Arg Lys Met Gin Pro Asp Gin Gin Val Val He Asn Cys 
50 55 60 

Ala He Val Arg Gly Val Lys Tyr Asn Gin Ala Thr Pro Asn Phe His 
65 70 75 80 

Gin Trp Arg Asp Ala Arg Gin Val Trp Gly Leu Asn Phe Gly Ser Lys 
85 . 90 95 

Glu Asp Ala Ala Gin Phe Ala Ala Gly Met Ala Ser Ala Leu Glu Ala 
100 105 110 
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Leu Glu Gly Gly Gly Pro Pro Pro Pro Pro Ala Leu Pro Thr Trp Ser 
115 120 125 

Val Pro Asn Gly Pro Ser Pro Glu Glu Val Glu Gin Gin Lys Arg Gin 
130 135 140 

Gin Pro Gly Pro Ser Glu His lie Glu Arg Arg Val Ser Asn Ala Gly 
145 150 155 160 

Gly Pro Pro Ala Pro Pro Ala Gly Gly Pro Pro Pro Pro Pro Gly Pro 
165 170 175 

Pro Pro Pro Pro Gly Pro Pro Pro Pro Pro Gly Leu Pro Pro Ser Gly 
180 185 190 

Val Pro Ala Ala Ala His Gly Ala Gly Gly Gly Pro Pro Pro Ala Pro 
195 200 205 

Pro Leu Pro Ala Ala Gin Gly Pro Gly Gly Gly Gly Ala Gly Ala Pro 
210 215 220 



Gly Leu Ala Ala Ala lie Ala Gly Ala Lys Leu Arg Lys Val Ser Lys 
225 230 235 240 

Gin Glu Glu Ala Ser Gly Gly Pro Thr Ala Pro Lys Ala Glu Ser Gly 
245 250 255 

Arg Ser Gly Gly Gly Gly Leu Met Glu Glu Met Asn Ala Met Leu Ala 
260 265 270 

Arg Arg Arg Lys Ala Thr Gin Val Gly Glu Lys Thr Pro Lys Asp Glu 
275 280 285 

Ser Ala Asn Gin Glu Glu Pro Glu Ala Arg Val Pro Ala Gin Ser Glu 
290 295 300 

Ser Val Arg Arg Pro Trp Glu Lys Asn Ser Thr Thr Leu Pro Arg Met 
305 310 315 320 

Lys Ser Ser Ser Ser Val Thr Thr Ser Glu Thr Gin Pro Cys Thr Pro 



Ser Ser Ser Asp Tyr Ser Asp Leu Gin Arg Val Lys Gin Glu Leu Leu 
340 345 350 

Glu Glu Val Lys Lys Glu Leu Gin Lys Val Lys Glu Glu lie He Glu 
355 360 365 

Ala Phe Val Gin Glu Leu Arg Lys Arg Gly Ser Pro 



325 



330 



335 



370 



375 



380 
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(57) Abstract: The invention relates to an 
HTS-appropriaie lesl .system for detecting the 
activity of cyclo-nucieolide-dependent protein 
kinases (cNPK) containing; a) at least one test 
compound: h) at least one appropriate cNPK 
substrate: c) at least one composition, which 
is to be incubated and which contains cNPK 
and ATP. optionally, phosphorylation reaction 
stoppers, and: d) an appropriate detection 
system for quantifying the phosphorylation 
•of the cNPK substrate. The invention also 
relates to an HTS-appropriate lest system for 
detecting the activity of VASP phosphatases 
containing: e) at least one test compound: 0 
at least one appropriate VASP phosphatase 
substrate: g) at least one composition, which 
is to be incubated and which contains VASP 
phosphatase, and: h) an appropriate detection 
system for quantifying the dephosphorylation 
of the VASP phosphatase substrate. The 
described lest systems can be used for locating 
compounds, which modulate the activity of 
a cNPK or of a VASP phosphatase, from 
chemical or natural substance libraries. 
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(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein HTS-geeignetes Testsystem zum Nachweis der AktivitiU von cyclo-Nucleotid-ab- 
hangigen Proteinkinasen (cNPK) enthaltend a) mindestens eine Tesiverbindung, b) mindeslens ein geeigneles cNPK-Substral. c) 
mindestens eine zu inkubierende Zusammenselzung enthaltend cNPK und ATP. ggl'. Phosphorylierungsreaktionsstopper. und d) ein 
geeigneles Deiektionssytem zurQuaniifizierungder Phosphorylierung des cNPK-Substrats. Ferner wird ein HTS-geeigneiesTestsys- 
tem zum Nachweis der Aktivitiit von VASP-Phosphatasen beschrieben enthaltend e) mindestens eine Testverbindung. f) mindestens 
ein geeigneles VASP-Phosphalase-Substrat. g) mindestens eine zu inkubierende Zusammensetzung enthaltend VASP-Phosphatase, 
und h) ein geeigneles Detektionssystem zur Quantifizierung der Dephosphorylierung des VASP-Phosphalase-Subsirats. Die be- 
schriebenen Testsysieme lassen sich zum Aul'finden von Verbindungen. die die Aklivitat einer cNPK oder einer VASP-Phosphatase 
modulieren. aus chemischen odev naiiirlichen Substanzbibliotheken einsetzen. 
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